® BUNDESREPUBLIK 
DEUTSCHLAND 




DEUTSCHES 
PATENTAMT 



© Offenlegungsschrift 
DE 19716 098 A1 



@ Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
@ Offenlegungstag: 



197 16 098.0 
17. 4.97 
22. 10. 98 



® 



Int. CI. 6 : 

A 61 K 38/36 

A 61 K 38/19 ^- 

A 61 K 38/37 ^ 
A 61 K 38/38 

A 61 K 38/18 00 

//(A61K 38/36,38:19, <5 

38:37,38:38) ° 
CO 



UJ 

O 



(n) Anmelder: 

Klinikum der Albert-Ludwigs-Universitat Freiburg, 
79106 Freiburg, DE 

(74) Vertreter: 

Lederer, Keller & Riederer, 80538 Munchen 



@ Erfinder: 

Mertelsmann, Roland, Prof., 79104 Freiburg, DE; 
Rosenthal, Felicia, Dr., 79102 Freiburg, DE; 
Kulmburg, Peter, Dr., 79106 Freiburg, DE; Stark, 
Bjorn, G., Prof. Dr., 79199 Kirchzarten, DE;Tanczos, 
Eszter, Dr., 79104 Freiburg, DE; Kopp, Jurgen, 79102 
Freiburg, DE 

(S) Entgegenhaltungen: 



DE 

US 

US 

WO 

WO 

WO 



44 06 073 A1 
53 02 701 
51 96 196 
95 07 105 A1 
92 15 676 A1 
90 08 771 A1 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Fibroblasten mit einem Fremdgen enthaltende Zusammensetzung zur Behandlung von Wunden 

(57) Die vorliegende Erfindung offenbart eine Zusammen- 
setzung zur Behandlung von Wunden, die Fibroblasten, 
die wenigstens ein Fremdgen kodierendfur ein die Wund- 
heilung forderndes Zytokin enthalten und wenigstens 
eine weitere die Wundheitung fordernde Komponente 
umfaSt. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Zusamrnensetzung zur BehandLung von Schadigungen der Haut, die nur 
schwer behandelbar sind. Bei groBflachigen Verbrennungen kann es ein erhebliches Problem darstellen, die durch die 
5 Schadigung zerstorten Hauthereiche wiederherzustetlen, insbesondere wenn ganz iiberwiegende Teile der Haut schwer 
geschadigt sind. Auch bei anderen Erkrankungen wie beispielsweise Tumorerkrankungen oder chronischen Hautschadi- 
gungen stellt es haufig ein ganz erhebliches Problem dar, die geschadigten Hautbereiche wiederherzustellen. 

Aus dem Stand der Technik ist die Verwendung von kultivierten autologen Keratinozyten, die in Fibrinkleber suspen- 
diert sind, zur Behandlung von groBflachigen Verbrennungswunden bekannt [Stark et al., Eur. J. Plast. Surg. (1995) 18, 
10 S. 267-271]. Es wurde auch bereits im Schweinemodell versucht, bei der Wundheilung Keratinozyten einzusetzen, die in 
situ mil Ililfe von Partikel-DNA-Transfer transfiziert wurden [Andree et aL, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (1994) 91, S. 
12188-12192]. 

Andreatta-van T,eyen etal. [J. Biomedical Materials Res., Vol. 27 (1993), S. 1201-1208] beschreiben eine Wundban- 
dage, die gentransfiziene Keratinozyten umfaBt, die Rinderwachstumshormon (bGH) produzieren. 

15 Die aus dem Stand der Technik bekannten Losungsvorschlage greifen zum Teil auf Keratinozytenpraparationen (z. B. 
sog. Keratinozyten- Sheets) zuriick, die sehr schwierig zu handhaben sind und oft erst dann verwendet werden konnen, 
wenn sich bei der Zellkultivierung raumliche Strukturen gebildet haben. Die Verwendung von aliogenen Keratinozyten 
fuhrt aufgrund von immunologischen Reaktionen zu deren Elimination. Daruber hinaus besteht die Gefahr, daB allogene 
Praparate, insbesondere solche, die von verschiedenen Spendern stammen und nicht charakterisiert sind, mit Viren (HIV, 

20 HCV oder noch nicht charakterisierte Viren) kontaminiert sind und, daB dadurch der zu behandelnde Patient infiziert 
werden kann. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind daher Zusammensetzungen zur Behandlung von Wunden en thai tend Fi- 
broblasten, die wenigstens ein Fremdgen kodierend fur ein die Wundheilung forderndes Zytokin enthalten und wenig- 
stens eine weitere die Wundheilung fordernde Komponente. Daruber hinaus kann die erfindungsgemaBe Zusammenset- 
25 zung weitere Bestandteile aufweisen, die ublicherweise in derartigen Zusammensetzungen verwendet werden. 

Bei der weiteren die Wundheilung fordernden Komponente kann es sich uin einen sogenannten Fibrinkleber handeln. 
Dcrartigc Fibrinkleber sind kommcrzicll crhaltlich und werden in verschiedenen Bcrcichcn der Mcdizin, insbesondere in 
der Chirurgie eingesetzt. 

Bei der Fibrinklebung wird im Prinzip die letzte Phase der Blutgerinnung benutzt. Der Fibrinkleber beinhaltet Fibri- 

30 nog en, das vom Thrombin zum monomeren Fibrin umgesetzt wird. Dieses wiederum bildet durch End-zu-End- bzw. 
Seit-zu-Seit-Anlagerung aggregiertes Fibrin. AuBerdem beinhaltet der Fibrinkleber in bevorzugter Ausfuhrungsfomi Fi- 
bronectin. Gleichzeitig aktiviert Thrombin den Faktor XIII, der ublicherweise bei dem Fibrinkleber in ausreichender 
Menge vorhanden ist. Der Fibrinkleber beinhaltet als weitere Komponente eine Thrombinlosung, die haufig zusammen 
mit Kalziumchlorid als separate Komponente zugefiigt wird. 

35 Daruber hinaus kann der Fibrinkleber auch ausreichende Mengen an Albumin oder Plasminogen enthalten. 

Bei der weiteren die Wundheilung fordernden Komponente kann es sich auch urn einen festen Bestandteil handeln, der 
als Trageraiatrix dient. Derartige Trager fur "kunstliche Haut" sind kommerziell erhaltlich (beispielsweise Laserskin® 
oder Biobrane®). Bei den festen Komponenten kann es sich um eine Matrix aus einem Deri vat der Hyaluronsaure han- 
deln, vorzugsweise um einen Hyaluronsaureester. Bei der Hyaluronsaure handelt es sich um einen korpereigenen Be- 

40 standteil im Bindegewebe, der einer auBerordentlich hohen Umsatzrate unterliegt. Wenn also die Matrix aus Hyaluron- 
saure besteht, wird sie in der Wunde sehr rasch von der korpereigenen Hyaluronidase abgebaut. Daher werden erfin- 
dungsgemaB bevorzugt solche Derivate der Hyaluronsaure eingesetzt, die etwas langsamer im Korper abgebaut werden. 

Ein besonderer Vorteil, der durch die Verwendung einer Trageraiatrix erzielt werden kann, ist, daB Zellen auf die 
Wunde aufgebracht werden konnen, die noch keinen zusammengewachsenen Zellverband bilden. Wenn bei der erfin- 

45 dungsgemaBen Zusamrnensetzung auch Keratinozyten eingesetzt werden, konnen diese mit Hilfe der Tragermatrix im 
subkonfluenten Zustand verwendet werden. Zu diesem Zeitpunkt befinden sie sich in ihrer optimalen Wachstumsphase, 
teilen sich noch sehr haufig und reagieren besonders gut auf die Zytokine, die von den gentransfizierten Fibroblasten pro- 
duziert werden. Sie sind somit friiher verfugbar als klassische konfluente Transplantate. 

Die erfindungsgemaBe Zusamrnensetzung kann in einer bevorzugten Ausfuhrungsform auch Keratinozyten, und zwar 

50 bevorzugt autologe Keratinozyten umfassen. Die Keratinozyten bilden insbesondere die auBere Hautschicht, die soge- 
nannte Epidermis. Keratinozytenkulturen konnen nach einer an sich bekannten Routinetechnik kultiviert werden [z. B. 
Rheinwald et al. Nature 265 (1977) S. 421-424], Hierbei wird ublicherweise ein kleines Stuck der Haut mittels Biopsie 
entfernt und dann werden Epidermis und Dennis voneinander getrennt. Aus der Epidermis wird eine Zellsuspension her- 
gestellt, vorzugsweise durch Behandlung mit einem proteolytischen Enzym. Die so erhaltenen einzelnen &llen werden 

55 dann in KuLturbehaltern (Flaschen oder Schalen) unter sterilen Bedingungen angezogen und zu einem geeigneten Zeit- 
punkt von den Kultivierungsbehaltern abgeldst. 

Die erfindungsgemaBe Zusamrnensetzung weist genetisch veranderte Fibroblasten auf. Fibroblasten sind dem Mesen- 
chym entstammende Zellen mit einem groBen Zelleib und einem etwas abgeplatteten Kern. Die Fibroblasten sind insbe- 
sondere an der Bildung der Interzellularsubstanz des Bindegewebes beteiligt. ErfindungsgemaB konnen entweder auto- 

60 loge Fibroblasten eingesetzt. werden oder in einer bevorzugten Form werden allogene Fibroblasten verwendet, die von 
einem anderen Individuum, also nicht dem zu behandelnden Patienten stammen. Ganz besonders bevorzugt werden sol- 
che Fibroblasten eingesetzt, die klonal selektiert wurden, d. h. von einem Klon abstammen. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform sind die gentransfizierten Fibroblasten mit einer derartigen Dosis io- 
nisierender Strahlen behandelt worden, daB die Fibroblasten nach einer gewissen Zeit absterben und sich nicht mehr ver- 

65 mehren konnen. Diese Bestrahlung hat den Vorteil, daB die gentransfizierten Zellen mit Sicherheit im Korper absterben, 
und zwar nach einer uberschaubaren Zeit (< 3 Wochen). In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform werden erfin- 
dungsgemaB Zellen von immortalisierten Fibroblastenzellinien verwendet, wobei sich eine Zellinie, die die Bezeichnung 
KMST-6 erhalten hat, besonders bewahrt hat. Immortalisierte Fibroblastenzellinien sind vorteilhaft, da sie kontinuierlich 
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kultiviert und biologisch genau charakterisiert verwendet werden konnen. Ohne Schwierigkeiten konnen daher auch an- 
dere geeignete inimortalisierte Fibroblastenzellinien verwendet werden. 

In die erfindungsgemaB eingesetzten Fibroblasten wird ein Fremdgen, das fur ein geeignetes Zytokin kodiert, einge- 
bracht. Bevorzugt handelt es sich bei diesem Fremdgen um ein Gen, das fur ein Zytokin wie EGF, TGF-a oder KGF ko- 
diert. 5 

Der epidermale Wachstumsfaktor (epidermal growth factor) wird kurz als EGF bezeichnet. Es handelt sich hierbei urn 
ein globulares Protein von etwa 6,4 kDa, das 53 Aminosauren aufweist. ErfindungsgemaB ist es nicht unbedingt erfor- 
derlich, daB das vollstandige Gen in die transfizierten Fibroblasten eingebracht wird; es ist ausreichend, wenn derjenige 
Teil eingefuhrt wird, der die biologische Aktivitat aufweist. Um eine Sekretion des biologisch aktiven Peptids zu errnog- 
lichen, ist der entsprechende cDNA-Anteil bevorzugt In-Leserahmen mil der sekretorischen Signalsequenz des humanen to 
G-CSF fusioniert. ErfindungsgemaB werden bevorzugt auch EGF-ahnliche Proteine, wie beispielsweise der transfonnie- 
rende Wachstumsfaktor a (transforming growth factor) TGF-a, der eine hohe Homologie zu EGF aufweist, eingesetzt. 
Die biologische Aktivitat von EGF und TGF-a ist vergleichbar. Beide Zytokine haben einen EinfluB auf die epidermale 
Entwicklung und die Differenzierung der Zellen. 

Ein weiteres bevorzugt eingesetztes Zytokin ist der Keratinozyten wachstumsfaktor (KGF), der insbesondere die Tei- 15 
lung von teilungsfahigen Keratinozyten stimuliert. ErfindungsgemaB konnen auch Varianten der Gene eingesetzt wer- 
den. Derartige Varianten konnen Deletionen oder Anfiigungen aufweisen und die Sequenz kann gezielt verandert sein. 

Die erfindungsgemaB eingesetzten Fibroblasten enthalten ein Fremdgen, das fiir ein die Wundheilung forderndes Zy- 
tokin kodiert. Dieses Fremdgen kann bevorzugt vom Menschen, aber auch von einem Tier, wie beispielsweise Maus oder 
Rind stammen. Voraussetzung ist aber, daB das Zytokin dann nicht Speziesspezifisch ist, wenn das Fremdgen von einer 20 
anderen Spezies herstammt. 

Es ist erforderlich, daB das Fremdgen in die Fibroblasten eingebracht wird. Dies kann dadurch bewirkt werden, daB 
das gewunschte Gen in einen geeigneten Vektor eingebaut wird und dann in die Fibroblasten transfiziert wird. Als Vek- 
toren eignen sich virale Vektoren oder Plasmidvektoren, wobei die Plasm id vektoren besonders bevorzugt sind, da bei vi- 
ralen Vektoren zusatzliche Untersuchungen zum AusschluB von Kontamination mit replikationskompetenten Viren 25 
durchgefuhrt werden mussen. 

Die crfindungsgcmaBcn Zusammcnsctzungcn wciscn vcrschicdcnc VDrtcilc auf gcgcntibcr den aus dcm Stand der 
Technik bekannten Losungen. 

Durch die genveranderten Fibroblasten wird das Zytokin von den lebenden Zellen in das Gewebe abgegeben. Insbe- 
sondere wenn autologe Keratinozyten verwendet werden, kann die HistoinkompatibilitatsabstoBungsreaktion vermieden 30 
werden. In Kombination mit lethal bestrahlten gentransfizierten Fibroblasten kann fiir eine vorbestimmte Zeit das oder 
die gewunschten Zytokine exprimiert werden. Aufgrund der kontinuierlichen Produktion des Zytokins konnen die Pro- 
bleme umgangen werden, die auf die kurze Halbwertszeit von Zytokinen bei lokaler externer Appli Ration zuriickzufuh- 
ren sind. Bei den erfindungsgemaBen Zusammensetzungen konnen verschiedene Zelltypen (Keratinozyten/Fibroblasten) 
miteinander kombiniert werden, wobei die gentransfizierten Fibroblasten auch unterschiedliche Zytokine beinhalten 35 
konnen. Dadurch konnen gezielt verschiedene Wachstumsfaktoren in den Wundbereich eingebracht werden. Es ist auch 
denkbar, zusatzlich Gene fiir Wachstumsfaktoren einzufiihren, die auf weiBe Blutkorperchen wirkem wie beispielsweise 
G-CSF oder GM-CSF, um dadurch die korpereigene Immunabwehr in den Wundbereichen zu stimulieren. Dadurch kann 
die korpereigene Abwehr gegenuber Infektionen gestarkt werden, was insbesondere bei \erbrennungswunden relevant, 
ist. 40 

Es ist auch durchaus moglich, die erfindungsgemaBe Zusammensetzung ohne Keratinozyten einzusetzen. In diesem 
Fall wird durch die genveranderten Fibroblasten das Zytokin in die Umgebung abgegeben und es werden diejenigen Ke- 
ratinozyten des behandelten Patienten stimuliert, die sich beispielsweise in den Randbereichen der Wunde fin den. 

Beschreibung der Figuren 45 

Fig. 1 zeigt die Struktur des Expres si ons vektor s fiir human es EGF. Teil (A) zeigt die Plasmidkonstruktion mit dern 
chimaren EGF-Gen. Teil (B) zeigt die Sequenz der Fusion im Leserahmen zwischen der humanen G-CSF- Signalsequenz 
(unterstrichen) und der reifen fur humanes EGF kodierenden Region (Asn Ser Asp . . .). 

Fig. 2 zeigt die Sekretion von EGF von Fibroblasten, die mit dem Plasmid pCMV-EGF-IRES-TKNeo transfizierten 50 
wurden. Es handelt sich hierbei um Fibroblasten der Zellinie KMST-6 nach Bestrahlung (100 Gy). Bei dem Versuch wur- 
den 2xl0 5 bestrahlte Zellen in Kulturplatten mit sechs Lochern ausgesat und die EGF-Konzentration wurde in Kultur- 
uberstanden nach 24 Stunden bestimmt. Die Werte stellen Durchschnittswerte dar. 

Fig. 3 zeigt die Bioaktivitat von chimaren EGF- Polypeptides die von den Klonen #3 und #6 von gentransfizierten 
KMST-6-Fibroblasten erhalten wurden. 55 

Teil (A) zeigt die Bioaktivitat an Mausekeratinozyten vom Stamrn BALB/MK. 

Teil (B) zeigt die Ergebnisse, die mit Hilfe von menschlichen primaren Keratinozyten erhalten wurden. Die Werte ge- 
ben die Durchschnittsergebnisse von acht Messungen mit Standardabweichung an. Die gepunkteten Balken stellen die 
Eichkurve dar, die mit rekombinantem EGF erhalten wurden. Die leeren Balken stellen die Kontrollwerte dar, erhalten 
mil Fibroblasten der Zellinie 1CMST-6. Die gestreiften und grauen Balken stellen die Ergebnisse dar, die mit Kulturtiber- 60 
standen beider Klone 3 bzw. 6 erhalten wurden. 

Fig. 4 zeigt die Proliferation von primaren menschlichen Keratinozyten im Kulturtest mit bestrahlten Fibroblasten der 
Zellinie KMST-6, die gentransfiziert wurden. 

Teil (A) zeigt die Ergebnisse nach vier Tagen Co-Kultur. 

Teil (B) zeigt die Ergebnisse nach 10 Tagen Co-Kultur. 65 
Die vorliegende Erfindung wird durch die nachfolgend aufgefuhrten Beispiele weiter erlautert: 
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Beispiel 1 

Konstruktion eines Plasmids enthaltend ein Gen fiir EGF und Transfektion 

5 In den nieislen menschlichen Zellen wird EGF als ein 130 kDa Transmembranglycoprotein-Precursormolekiil synthe- 
tisiert, das proteolytisch gespalten wird in das biologisch aktive 6,2 kDa EGF-Peptid mil 53 Aminosauren, Erfindungs- 
gemaB wurde daher ein chimares Konstrukt hergestellt, das fur eine In-Leserahmen-Fusion des reifen EGF-Peptids und 
die menschliche G-CSF sekretorische Signalsequenz kodiert. Der Aufbau ist schematisch in Fig. 1(A) dargestellt. Das 
dabei entstandene DNA-Fusionstragment wurde unter die transkriptionelle Kontrolle des menschlichen CM V (Cytome- 
10 galie virus) -Pro motors gestellt und in einen dicystronischen Vektor eingebaut, um die Expression des Transgens an die 
Selektion des Markers Neomycin-Phosphor- Transferase zu binden. 

Bei der Klonierung wurde die fiir das reife menschliche EGF-Peptid kodierende Sequenz mit Hilfe der PGR- Techno- 
logic amplifiziert und das dabei erhaltene Produkt in dem Vektor pBluescript (Stratagene) subkloniert. und anschlieBend 
sequenziert. Ebenso wurde die menschliche G-CSF-Signalsequenz aus menschlicher G-CSF cDNA mit Hilfe der PCR- 
15 Technologie amplifiziert, wobei eine verbesserte Kozak-Konsensus-Sequenz am 5-Ende und eine einzelne Nhel Restrik- 
tionsschnittstelle geschaffen wurden. Die relevante Sequenz ist in Fig. 1(B) dargestellt. 

Das so erzeugte Plasmid wurde in menschliche Fibroblasten der Zellinie KMST-6 transfiziert und alle Neomycin-re- 
sistenten Klone sekretierten menschliches EGF, was durch einen ELISA-Test nachgewiesen wurde. Die Kontrolle zeigte, 
daB nicht transfizierte menschliche Fibroblasten der Zellinie KMST-6 keine nachweisbare Mengen an hEGF sowohl vor 
20 als auch nach Bestrahlung sekretierten. 

Fiir die weiteren IJntersuchungen wurden die Klone #3 und #6 verwendet, die 37 bzw. 8 ng EGF/10 6 Zellen und 
24 Stunden sekretierten. 

Die Sekretion von menschlichem EGF in den Uberstand durch transfizierte Fibroblasten wurde mit Hilfe der ELISA- 
Technik (Quantikine, R&D Systems) bestimmt. Es wurde der Uberstand von bestrahlten oder nicht bestrahlten Aus- 
25 gangszellen oder EGF-gentransfizierten Zellen nach 24 Stunden entnommen und hinsichtlich der EGF-Produktion unter- 
suchl, nachdem die Anzahl der lebensfahigen Zellen bestiniml wurde. 

Eine Bestrahlung wurde bei Raumtcmpcratur mit cincr L37 Cs-Bcstrahlungsqucllc mit cincr Dosisratc von 3 Gy/Minutc 
durchgefiihrt. 

30 Beispiel 2 

EinfluB einer lethalen Bestrahlung auf die Expression von chimarem EGF-Protein durch gentransfizierte Fibroblasten 

Fiir optiniale Wundheilungsergebnisse ist es erforderlich, daB EGF in den ersten Tagen der Behandlung zur Verfugung 
35 steht. Andererseits kann durch eine lethale Bestrahlung das unkontrollierte in vivo-Wachstum von genetisch modifizier- 
ten Zellen verhindert werden. Es wurde daher der EinfluB einer lethalen Bestrahlung auf die Expression von EGF unter- 
sucht, wobei KMST-6 Fibroblasten (Klon #3, transfiziert mit dem Plasmid pCMV-EGF-IRES-TKNeo) untersucht wur- 
den. Es wurde gefunden, daB nach Bestrahlung mit 100 Gy die Sekretion von EGF langsam absank, aber im Uberstand 
iiber mindestens sieben Tage in vitro nachweisbar war. Die Ergebnisse sind in Fig. 2 zusammengefaBt. 

40 

Beispiel 3 

Biologische Aktivitiit des chimaren EGF-Polypeptids 

45 Um nachzuweisen, daB das EGF-Prbtein, das von den transfizierten Fibroblasten sekretiert wird, auch tatsachlich die 
biologische Aktivitat aufweist, wurden die Uberstande der Medien von den EGF-gentransfizierten Klonen auf die mito- 
gene Aktivitat iiberpruft an permanenten Mausekeratinozyten-Zellinien und an primaren humanen Keratinozyten. Zur 
Kontrolle wurden verschiedene Konzentration von rekombinantem humanem EGF eingesetzt. Beide Zelltypen wurden 
sowohl durch das rekombinante Protein als auch durch die Kulturuberstande der Klone #3 und #6 in dosisabhangiger 

50 Weise stirnuliert. Eine optimale Stimulation der Mausekeratinozyten wurde bei einer Konzentration zwischen 2 und 
20 ng rekombinantes hEGF beobachtet. Dies entspricht der Stimulation, erreichbar durch eine 1 : 5 Verdiinnung des Kul- 
turiiberstandes. Die Ergebnisse sind in Fig. 3(A) dargestellt. 

Bei Verwendung von primaren humanen Keratinozyten war die effektive Dosis geringfugig niedriger und es wurde 
eine optimale Proliferation bereits bei 0,2 ng/ml an rEGF und bei einer 1 : 50 Verdiinnung des Kulturuberstandes beob- 

55 achtet. Die Ergebnisse sind in Fig. 3(B) dargestellt. Bei beiden Tests konnte die Tendenz beobachtet werden, daB das 
Zellwachstum bei hoheren Konzentrationen inhibiert wurde. Kulturuberstande von nicht transfizierten Fibroblasten der 
Zellinie KMST-6 zeigten keine Stimulierung der Proliferation im Vergleich mil Zellkulturuberstanden ohne zugesetzten 
Wachstumsfaktor. Um die therapeutische Wirksamkeit bei der Wundheilung genauer zu untersuchen, wurden lethal be- 
strahlte EGF-gentransfizierte Fibroblasten in vitro co-kultiviert mit primaren humanen Keratinozyten. Bei den Versu- 

60 chen zeigte sich, daB nach einer Tnkubationszeit von vier Tagen mit verschiedenen Konzentrationen von bestrahlten EGF 
sekretierenden Fibroblasten eine dosisabhangige Stimulation der Keratinozytenproliferation ahnlich derjenigen erhalten 
werden konnte, die durch rekombinanten Wachstumsfaktor induziert wurde. Dies ist in Fig. 4 dargestellt, wobei Fig. 
4(A) die Werte zeigt nach vier Tagen Co-Kuluvierung und die Fig. 4(B) zeigt die Werte nach 10 Tagen Co-Kultivierung. 

65 
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Beispiel 4 

Nachweis der in vivo EGF-Produktion durch in vitro liposomal transfizierte KMST-6 Zellen 

Versuch sa u fba u 

1,5x1,5 cm groBe Vollhautwunden wurden auf die Rucken von 42 Nacktmausen gesetzt. 9,4x1 0 6 hEGF-transfizierte 
und letal bestrahite KMST-6 Zellen wurden in 2,8 ml Fibrinkleber suspendiert und auf den Vollhautwunden von 14 
Nacktmausen transplantiert (300 000 Zellen/cm 2 , Gruppe 1). 

Als Kontrollen dienten 14 Vollhautwunden, transplantiert mit untransfizierten KMST-6 Zellen (300 000 Zellen/cm 2 , 
Gruppe II) sowie 14 unbehandelte Vollhautwunden (Gruppe III). 

Am Tag 1, 2, 3, 4, 5, 7 und 14 wurden aus jeder Gruppe jewei Is zwei Tiere nekropsiert und 0,8 g Wundgewebe mit ei- 
nem Triton-X-PBS Puffer homogenisiert. Die Homogenisate wurden zentrifugiert und die TCGF-Konzent.rat.ion der Uber- 
stande mit Hilfe eines antihuman-EGF ELISA ausgewertet . 

Ergebnisse 

In vivo waren in der Gruppe I (erfindungsgemaB) am Tag 1 470 pg/ml detektierbar, verg lichen mit 1 8 pg/rnl in Gruppe 
II und 1,3 pg/ml in Gruppe in. An den Tagen 2-7 sanken die EGF-Konzentrationen in der Gruppe I, waren jedoch signi- 
ficant hdher als in den Kontrollgruppen. Am Tag 14 war kein EGF in alien drei Gruppen detektierbar. 

Zusamrnenfassend zeigen diese Ergebnisse, daB in vitro EGF-transfizierte Fibroblasten in einer Fibrinkleber-Suspen- 
sion erfolgreich transplantiert werden konnten. Das transgene Protein war zumindest bis Tag 7 in vivo nachweisbar. 

Die bei dern Versuch erhaltenen Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle I zusammengefaBt. 

Tabelle I 



to 



15 



20 



25 



Tage 


pCMV-EGF-IRES- 
TKNeo / KMS T 6 # 3 

erf indungsgemaB 


KMST6 

Kontrolle 

( transplantiert 

mit untransfizierten 

KMST6-Zellen, 

Gruppe II) 


unbehandelte 
Vollhaut- 
wunden 
( Gruppe III) 


1 


470 


18 


1,3 


2 


393 


58 


1,6 


3 


330 


28 


2,3 


4 


150 


8 


6,5 


5 


180 


8,5 


8 


7 


140 
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Tabelle I zeigt die hEGF-Freisetzung in pg/ml in vivo in Wunden durch bestrahite KMST6-Fibroblasten, die mit chi- 50 
marem hEGF-Gen transfiziert wurden. 

Beispiel 5 

Wundheilungsfordernder Effekt nach Transplantation von in vitro EGF-transfizierten KMST-6 Zellen in Kombination 55 

mit humanen Keratinozyten (Mischzelltransplantation) 

Versuchsaufbau 

1,5x1 ,5 cm groBe Vollhautwunden wurden auf die Rucken von 72 Nacktmausen gesetzt. 1,01 25x1 0 6 EGF-r.ransfi- 60 
zierte und letal bestrahite KMST-6 Zellen wurden in Kombination mit 2,025x1 0 6 humanen Keradnozyten in 3,6 ml Fi- 
brinkleber suspendiert und auf Vollhautwunden von 18 Nacktmausen transplantiert (Verhaltnis 1 : 2, 75 000 Zellen/cm 2 , 
Gruppe I). 

Als Kontrollen dienten 18 Vollhautwunden, transplantiert mit transfizierten KMST-6 Zellen alleine (25 000 Zel- 
len/cm 2 , Gruppe II), 18 Vollhautwunden transplantiert mit humanen Keratinozyten alleine (50 000 Zellen/cm 2 , Gruppe 65 
III) sowie 18 Vollhautwunden transplantiert mit nicht-transfizierten KMST-6 Zellen in Kombination mit humanen Kera- 
tinozyten (Verhaltnis 1 : 2, 75 000 Zellen/cm 2 , Gruppe IV). 

Am Tag 1, 3, 5, 7, 10, 12 und 14 wurde aus jeder Gruppe jeweils ein Tier nekropsiert und 0,8 g Wundgewebe mit ei- 
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nem Triton-X-PBS Puffer hornogenisiert. Die Homogenisate wurden zentrifugiert und die EGF-Konzentration der tJber- 
stande mil Hilfe eines anti-human-EGF ELISA ausgewertet. 

An den post-OP-Tagen 5, 1 \ 10, 12, 14, 17 und 21 wurden von jeweils zwei Tieren aus jeder Gruppe Biopsien histolo- 
gisch untersucht. 

5 

Ergebnisse 

Wie erwartet war in Gruppe I und II EGF detektierbar, jedoch nicht. in Gruppe HI und IV. 

Die Ergebnisse zeigen sowohl beziiglich des Wundverschlusses (in Gruppe 1 bereits nach Tag 7 komplette Epitheli- 
10 sierung, wahrend die Kontrollwunden noch nach 3 Wochen often sind) als auch beziiglich der Rekonstitutionsqualitat der 
Epidermis (Zellagigkeit des Epithels) die besten Ergebnisse in der Gruppe der Tiere, welche mil einer Kornbination 
EGF-transfizierler Fibroblasten und Keratinozyten behandelt wurden. Interessanterweise fiihrt aber auch schon die allei- 
nige Aufbringung transfizierter Fibroblasten (Gruppe IT), moglicherweise durch Stimulation randstandiger Mausekerati- 
nozyten, zu einer Beschleunigung der Epithelisierung im Vergleich zu den anderen Kontrollgruppen. 
15 Diese Resultate belegen den wundheilungsfordernden EfFekt der erfindungsgemaB eingesetzten EGF-transfizierten Fi- 
broblasten. 

Beispiel 6 

20 Wundheilungsfordernder Effekt nach Transplantation von in vitro EGF-transfizierten KMST-6 Zellen im GroBtiermodell 

Versuchsaufbau 

In einem GroBtierversuch an Schweinen wurden auf 21 standardisierten (5 cm 2 groB, Grad2a) Verbrennungswunden 
25 EGF-transfizierte KMST-6 Zellen in Fibrinkleber transplantiert (300 000 Zellen/cm 2 ). Als Kontrolle dienten 21 unbehan- 
delle slandardisierte Verbrennungswunden, 14 slandardisierte, mil nichturansfizierten Fibroblasten transplanlierle Ver- 
brennungswunden sowic 7 slandardisierte Verbrennungswunden, die mil Fibrinkleber behandelt wurden. 

Am Tag 1, 3, 5, 7, 10, 21 und 35 wurde aus jeder Gruppe jeweils eine Wunde biopsiert und 0,8 g Wundgewebe mil ei- 
nem Triton-X-PBS Puffer hornogenisiert.. Die Homogenisate wurden zentrifugiert und die EGF-Konzentration der Uber- 
30 stande mil Hilfe eines anit-human-EGF ELISA ausgewertet. Weiterhin wurden die Biopsien histologisch ausgewertet. 

Ergebnisse 

In den Wundhomogenisaten, die zuvor mit EGF-transfizierten Fibroblasten transplantiert worden waren, lassen sich 
35 hohere EGF-Konzentrationen nachweisen als in den Homogenisaten der Kontrollwunden. Diese Ergebnisse sind mit de- 
nen im Nacktmausmodell vergleichbar. 

Sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch ist eine verbesserte Wundheilung in den Wundem die zuvor mit EGF- 
transfizierten KMST-6 Zellen transplantiert worden waren, deutlich erkennbar. 

40 Patentanspriiche 

I. Zusarnmensetzung zur Behandlung von Wunden, die Fibroblasten, die wenigstens ein Fremdgen kodierend fur 
ein die Wundheilung forderndes Zytokin enthalten und wenigstens eine weitere die Wundheilung fordernde Kom- 
ponente umfaBt. 

45 2. Zusarnmensetzung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die die Wundheilung tordernde Komponente 

ein Fibrinkleber ist. 

3. Zusarnmensetzung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB der Fibrinkleber Fibrinogen und Fibronectin 
sowie gegebenenfalls Albumin, Faktor XIII und Plasminogen umfaBt. 

4. Zusarnmensetzung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die weitere die Wundheilung fordernde Kom- 
50 ponente eine feste Komponente ist, die als Tragermatrix dient. 

5. Zusarnmensetzung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die feste Komponente eine aus einem Hyalu- 
ronsaureester bestehende Tragermatrix ist. 

6. Zusarnmensetzung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB sie auch Keratino- 
zyten umfaBt. 

55 7. Zusarnmensetzung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB das fur das Zyto- 

kin kodierende Gen ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend das Gen kodierend fur den transformierenden Wachs- 
tumsfaktor a (TGF-a), das Gen kodierend fur den epidennalen Wachstumsfaktor (EGF), das Gen kodierend fiir den 
basischen Fibroblastenwachstumsfaktor (b-FGF) und das Gen kodierend fur den Keratinozyten wachstumsfaktor 
(KGF). 

60 8. Zusarnmensetzung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Fibroblasten 

wenigstens ein weiteres Fremdgen, kodierend fiir ein Zytokin, das auf Blutzellen wirkt, umfaBt. 

9. Zusarnmensetzung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB das fur das Zyto- 
kin kodierende Gen mit Hilfe eines Plasmidvektors in die Fibroblasten eingebracht wurde. 

10. Zusarnmensetzung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB der Piasmidvektor eine In-Leserahmenfu- 
65 sion des Gens kodierend fur das reife Zytokin und eine sekretorische Signalsequenz aufweist. 

II. Zusarnmensetzung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei der sekretorischen Signalse- 
quenz urn die des menschlichen G-CSF Gens handelt. 

12. Zusarnmensetzung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es sich um auto- 
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loge Fibroblasten handelt. 

13. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 11. dadurch gekennzeichnet, daB es sich um allogene Fi- 
broblasten handelt, 

14. Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Fibroblasten 



15. Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB es sich um klo- 
nal-selektierte Fibroblasten handelt. 

16. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 13 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei den allogenen 
Fibroblasten um Fibroblasten der Zellinie KMS'1 L 6 handelt. 

17. Verwendung von Fibroblasten, die wenigstens ein Fremdgen, kodierend fur ein die Wundheilung forderndes to 
Zytokin enth alien, fur die Ilerstellung eines Medikaments zur Behandlung von Wunden. 

18. Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB das Fremdgen ausgewahlt ist unter den Genen 
kodierend fi'ir den epidermal en Wachstumsfaktor (F.GF), den tran storm ieren den Wachstumsfaktor a (TGF-a) und 
den Keratinozyten-Wachstumsfaktor (KGF). 
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